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研究成果の概要（和文）：我々は、悪性神経膠腫の薬剤耐性のメカニズムを解明するために、グ

リオーマ幹細胞に着目し、それらの生物学的特性を検討した。臨床サンプルから、グリオーマ

幹細胞を特殊な培養条件で継代することで幹細胞の性質を維持することができ、それらを用い

て薬剤耐性の実験を行った。スニップマイクロアレイによってグリオーマ細胞のゲノムのプロ

ファイルをすべて明らかにした上で、ゲノム異常の差による幹細胞の薬剤感受性の違いを明ら

かにした。p53 遺伝子の異常があると薬剤感受性が低い傾向が認められた。また、幹細胞を分

化させることによって薬剤感受性が高まる可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We focused on the biological property of glioma cancer stem cell 
to investigate the mechanism of drug resistance in malignant glioma. We could maintain 
the property of stem cell by culturing under the special condition and did an experiment 
of the biology of drug resistance. We investigated the genomic profiles of glioma cells 
using SNIP-microarray and found that genetic alterations such as p53 reduced the 
sensitivity of drugs. While, we also found that differentiation of the glioma cells 
contributed to the sensitivity of drugs.   
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１．研究開始当初の背景 
（１）近年、癌幹細胞という概念が提唱さ
れ、神経膠芽腫にもグリオーマ幹細胞
（Glioma Stem cell, 以下 GSC と示す）の
存在が報告された。この GSC が神経膠芽
腫の治療である放射線治療、化学療法に抵

抗性を示すことが示唆されたことにより、
今までの悪性グリオーマの治療成績が向上
しない理由もうなづけた。 
 
（２）従来の放射線治療や化学療法ではな
く、GSC を特異的にターゲットにする治療
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法を開発することで、悪性グリオーマの治
療成績の向上が期待された。GSC の分子生
物学的特性も解明されつつあり、平行して
様々な新規治療法の開発も試みられている。 
 
２．研究の目的 
（１）我々はこの GSC の治療抵抗性のメ
カニズムを分子生物学的に解明することを
目的としている。今まで、神経膠芽腫の摘
出サンプルより樹立したグリオーマ幹細胞
の培養細胞を利用して、スニップマイクロ
アレイによるゲノムプロファイリングおよ
び RNA プロファイリングにてグリオーマ
幹細胞に特異的な分子をいくつか同定する。 
 
（２） これらの中で薬剤耐性のメカニズム
に関与する分子を選択し、その機能解明を
おこなうことにより、GSC をターゲットに
できる分子標的治療を確立する。従来の治
療法では治癒できない神経膠芽腫に対して
GSC をターゲットにした分子標的治療の
臨床応用を目的とする。 
３．研究の方法 
（１）SNIP マイクロアレイによる解析を
続行しつつ、可能な限り悪性グリオーマ腫
瘍幹細胞株の樹立の数を増やしことを目標
とした。ゲノム変異が異なった悪性グリオ
ーマ腫瘍幹細胞株を樹立し、それ以後の実
験に使用できるようにした。図１に示すご
とく SNIP マイクロアレイによる解析がす
べての染色体において解析された。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 （図１）7 番染色体の EGFR の増幅の例 
 
（２）細胞株の薬剤耐性については、悪性
グリオーマに使用される頻度の高いテモゾ
ロマイド（TMZ）、ACNU,シスプラチン
（CDDP）などを用いて MTT アッセイな
どにて評価した。それぞれの薬剤に対して、
耐性株、非耐性株を評価し、もっとも代表
的な細胞株をそれ以後の実験に使用した。 
 
（３） 悪性グリオーマの薬剤耐性株、非
耐性株におけるゲノム変異の比較を行った。
特徴的なゲノム変異を同定し、そのゲノム
上の分子を検索し、薬剤耐性に関与する分
子の候補を選択した。候補分子の同定には
プロテオミクス解析を用いた。 
 
（４）同定した分子の発現抑制系において

は iRNA、高発現系に関しては Vector を用
いてトランスフェクションの実験を培養細
胞にておこなった。すなわち、同定した分
子の発現を調節することで薬剤耐性に変化
が出るかどうかを検証した。 
 
（５）ヌードマウスの脳に樹立した GSC
を移植し、in vivo における薬剤耐性実験を
おこなうことを計画した。 
 
４．研究成果 
最終的には GSC をターゲットにした分子
標的治療の臨床応用が目的であるが、まず
GSC に特異的な分子の同定を行い、いくつ
かの候補遺伝子を同定した。これらの分子
の機能を明らかにする必要があったが、多
くの分子は機能が解明されておらず、また
どういう細胞内シグナル上にある分子なの
かさえも分かっていなかった。そこで、い
くつかの分子では細胞内強発現のシステム
および、iRNA にて細胞内での発現を抑制
するシステムを構築した。更に、同定され
た分子をこれらのシステムでグリオーマ細
胞株および GSC 株をもちいて薬剤耐性の
関与を明らかにすることを試みた。現在、
いくつかの分子をグリオーマ細胞株にて強
発現することでテモダールという抗がん剤
に抵抗性を示す可能性がある分子も同定さ
れており、それらの検証を行っている。ま
た、動物実験にて生体内での薬物耐性をも
証明することも計画している。 
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